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Introduciio 
As questoes de impacte ambiental tern vindo a impor-se na sociedade actual e a 
procura de respostas eficazes a este tipo de problemas denota-se em diversas 
areas de investiga9iio. 0 desenvolvimento do conhecimento sobre a biorremedia-
93.0 (Alexander, 1994; Pointing, 2001) e um exemplo da importancia que se tern 
atribuido as tentativas de redu9iio e elimina9iio de diversos poluentes (Fig. 1). 
( utilizai;tio de microrganismos, ind:igenas ou introdu-··1 
r:sx~-~~-~~;di'~-~~~··i ! zidos nos locais contaminados, de forma a trans-! 
........................ T ..................... \ ..... i. r~~:-~-~--~ .. ~~1uente em nao po1uente ... --.......................... • 
tipos meios vantagens 
(?ia~:i: ::i:~i;~:~i~~:~~~;~~~~~·;~stos em transporte e em t~·~;~~~~;~~ ~~~~~~>] 
I ../ pode ser aco!1lada com outras tecnicas de tratamento, formando uma cadeia de J tratamento ma1s eficaz I ./ e um "processo limpo,. aplicB.vel a diversos poluentes e capaz de eliminar resi-
\~~.:s de fo_:.~~--permanente . ...-
Figura 1. Conceitos relacionados com os processos de biorremedia~ao. 
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As repercussoes de um problema de impacte ambiental siio muito diversificadas, 
o que acresce em complexidade qualquer processo de biorremediai;iio que se pre-
tende eficaz. Contudo, logo a partida podem ocorrer diversos processos (Fig. 2) 
que contribuem para a "atenuai;iio ou recuperai;iio natural" da area contaminada. 
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Figura 2. Diversidade de processos a ter em considera9ii.o depois de um derrame de petr6-
leo (adaptado de Zhu et al., 2001). 
Os derrames de petr6leo constituem graves problemas de impacte ambiental, 
embora ja se reconhei;am microrganismos capazes de atenuar es ta situai;iio, co mo 
e o caso de diferentes especies de bacterias, nomeadamente do genero Bacillus, de 
leveduras, particularmente do genero Candida e de fungos filamentosos de diver-
sos generos, como Aspergillus e Penicillium (Zhu et al., 2001). Na realidade, tern 
sido efectuados varios processos de biorremediai;iio com resultados positivos, 
tanto a nivel de zonas costeiras como do solo (Fig. 3). 
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Figura 3. Esquema da prepara9ii.o do solo num caso real de biorremedia9ii.o com fungos 
lenhinoliticos, Phanerochaete chrysosporium e P. sordida (adaptado de EPA, 
1995). 
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Na biorremediai;iio do solo, os fungos lenhinoliticos, como Phanerochaete chrysos-
porium (EPA, 1995), Pleurotus ostreatus (Eggen, 1999) e Trametes versicolor 
(Tuomela et al., 1999), tern revelado potencialidades particularmente significati-
vas, permitindo atingir resultados mais eficazes do que as pr6prias bacterias 
indigenas (Gramss et al., 1999). Estes fungos apresentam um sistema enzimatico 
niio especifico, o que faz com que, para alem da lenhina, outros compostos aroma-
ticos tambem sejam susceptiveis de serem biodegradados por estes microrganis-
mos (Fig. 4). Alguns destes compostos fazem parte da lista de poluentes 
considerados prioritarios, onde se incluem certos corantes e o benzo(a)pireno, que 
pertencem ao conjunto de compostos organicos representativos do crude, cujo der-
rame tern constituido um problema serio de impacte ambiental a biorremediar. 
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Figura 4. Compostos aromaticos passiveis de serem degradados por enzimas lenhinoliti-
cas, presentes nos fungos da podridii.o branca (adaptado de Pointing, 2001). 
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Tendo em considerar;ao os aspectos focados, perspectivam-se potencialidades na 
eficacia de uma crescente aplicar;ao de fungos lenhinoliticos na biorremediar;ao. 
No caso particular da degradar;ao de corantes, tanto a utilizar;ao de leveduras 
como de fungos filamentosos tern permitido alcanr;ar resultados positivos. A titulo 
de exemplo, poder-se-a referir que em trabalhos ja efectuados com a levedura 
Candida zeylanoides, isolada de um efluente textil (Martins et al., 1999) e com os 
fungos lenhinoliticos P. chrysosporium, P. ostreatus ou T. versicolor, da colecr;ao de 
culturas da Micoteca da Universidade do Minho (MUM), conseguiu-se a descolo-
rar;ao de meios liquidos contendo diferentes corantes azo de aplicar;ao textil (Mar-
tins et al., 2001; Martins et al., 2002). 
A utilizar;ao dos fungos, em particular, desencadeia diversos mecanismos oxidati-
vos que permitem a degradar;ao de diferentes corantes sem a formar;ao de anili-
nas carcinogenicas e/ou mutagenicas, resultantes da redur;ao dos corantes azo 
pelas bacterias. Considerando os resultados obtidos no trabalho que tern sido 
desenvolvido, fica em aberto a possibilidade destes microrganismos poderem vir a 
ser aplicados no biotratamento de efluentes da industria textile na biorremedia-
r;ao de ambientes poluidos por descargas desses mesmos efluentes. 
A "Quimica verde" como ponto de partida 
Os compostos azo, que se caracterizam pela presenr;a do grupo crom6foro -N=N-, 
foram dos primeiros compostos sintetizados, tendo sido utilizados como corantes 
na industria textil. Actualmente, existem milhares destes corantes, utilizados em 
grande escala e com aplicar;iies muito diversificadas, nomeadamente, nas indus-
trias texteis, alimentares, de papel e de cosmeticos. 
Os corantes utilizados no trabalho efectuado sao corantes reactivos, o que per-
mite que, durante o processo de tingimento, se estabeler;am ligar;iies covalentes 
entre o corante e a fibra, evitando perdas significativas deste. Para alem deste 
aspecto importante, tanto em termos econ6micos como em termos ambientais, e 
de referir o interesse na sintese destes corantes que apresentam grupos bioacessi-
veis aos fungos lenhinoliticos, guaiacol ou siringol (Fig. 5). 
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Figura 5. Estrutura quimica geral dos coran-
tes azo utilizados neste trabalho. 
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Os grupos bioacessiveis referidos existem na estrutura quimica da lenhina 
(Fig. 6) e furicionam como um ponto de acesso para as enzimas lenhinoliticas. Isto 
constitui, o que se tern vindo a denominar de "Quimica verde", que se pode tradu-
zir no trabalho de sintese de compostos nao poluentes, cujo "desenho quimico" 
facilita a sua transformar;ao e degradar;ao. 
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Figura 6. Estrutura quimica da lenhina, assinalando-se os grupos bioacessiveis, guaiacol e 
siringol, tambem presentes na estrutura dos corantes utilizados neste trabalho. 
Dos oito "corantes verdes" sintetizados (Martins et al., 2001), o corante designado 
por Cm-s, com o grupo carboxilico (C) em posir;ao meta (m) em relar;ao a ligar;ao 
azo e com siringol (s) como grupo bioacessivel (Fig. 5), foi a estrutura quimica 
mais facilmente biodegradada pelos fungos lenhinoliticos utilizados (Martins 
et al., 2001; Martins et al., 2002), nomeadamente pela estirpe de P. chrysosporium 
MUM 95.01 (Fig. 7). 
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Os resultados obtidos apontam para a biodegradac;ao, atendendo a que nao ocor-
reram fenomenos de fotodegradac;ao ou de adsorc;ao do corante a biomassa, verifi-
cando-se ainda a descolorac;ao do meio de cultura liquido (Fig. 7) e o facto dos 
valores da concentrac;ao da biomassa terem superado os valores alcanc;ados no 
respectivo controlo sem corante (Fig. 8 e Fig. 9). 
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Figura 7. Descolora9ao do meio 
de cultura liquido (100 mL) con-
tendo Cm-s (50 ppm), a partir da 
inocula9ao com P. chrysosporium, 
pre-adaptado ao pr6prio corante 
(Martins et al., 2001; Martins et 
al., 2002). Os espectros de UV-Vis 
foram registados a partir das 
amostras recolhidas ap6s a ino-
cula9ao - t0 e ao fim de 7, 14, 21 e 
28 dias de incuba9ao a 30 °C e 150 
rpm. A seta indica a tendencia 
para o decrescimo da absorvancia 
(Abs) no comprimento de onda 
maximo do corante. 
Figura 8. Compara9ao entre a biomassa desenvolvida, ao fim de 7 dias de incuba9ao a 
30 °C e 150 rpm, em meio de cultura liquido (100 mL) com corante (Cm-s) e sem 
corante (controlo), utilizando P. chrysosporium pre-adaptado a Cm-s. 
0 aumento da concentrac;ao da biomassa verificou-se mesmo depois deter ocor-
rido o desaparecimento total da sacarose (Fig. 9), utilizada coma fonte de carbono 
inicial, numa situac;ao de cometabolismo (Martins et al., 2001). 
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Figura 9. Varia9ao da descolora9ao do meio de cultura liquido contendo Cm-s, da sacarose 
e da biomassa nesse meio e no respectivo meio de controlo sem corante, utili-
zando P. chrysosporium pre-adaptado a Cm-s. 
Considerando os resultados obtidos, em que se observou a maior taxa de descolo-
rac;iio ao fim de sete dias de incubac;iio, decidiu-se proceder a analise por cromato-
grafia gasosa de espectrometria de massa (GC-MS) das amostras recolhidas ao 
fim de 1, 3, 5 e 7 dias de incubac;iio, repetindo os ensaios num volume maior coma 
era conveniente a este tipo de analise. Verificou-se que mesmo a uma escala 
maior, P chrysosporium foi capaz de permitir alcanc;ar a descolorac;iio do meio, o 
que aponta para a possibilidade deste fungo poder vir a ser aplicado numa situa-
<;iio real de biotratamento de efluentes industriais texteis ou de biorremediac;iio 
de zonas poluidas par estes efluentes quando niio tratados correctamente. 
Processos oxidativos na biodegradaciio de corantes azo 
por fungos lenhinoliticos 
Atendendo a que uma das condic;oes para aplicar a biorremediac;iio diz respeito ao 
reconhecimento de que OS proceSSOS utilizados nii.o conduzem a forma<;iio de pro-
dutos com efeitos nefastos sabre o ecossistema (Swannell et al., 1996), procedeu-
se a identificac;iio dos metabolitos resultantes da biodegradac;iio dos corantes pelo 
fungo utilizado. A analise par GC-MS do extracto derivatizado (trimetilsilil) da 
amostra recolhida ao fim de sete dias de incubac;iio do meio de cultura contendo 
Cm-s, permitiu a identificac;iio de um metabolito de referencia (Martins et al., 
2002). Este composto, um derivado nitroso do catecol, resultou da quebra oxida-
tiva da ligac;iio azo do corante (Fig. 10). 
( 
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Apartir da amostra recolhida ao fim de 14 dias de incubac;:iio do meio de cultura 
contendo Cm-s, procedeu-se ao teste da clivagem metalorto do catecol ou deriva-
dos (Stanier & Orston, 1973), tendo-se detectado a formac;:iio de /J-cetoadipato 
(Martins et al., 2002), resultante da actividade enzimatica da 1,2-dioxigenase 
(E.C. 1.13.1.1) que conduz a clivagem orto do anel aromatico (Fig. 10). Os resulta-
dos obtidos permitiram a proposta de uma via metab6lica, incluindo a possibili-
dade da mineralizac;:iio do corante (Fig. 10). 
corante 
HCXJC Cm-s o~-q-OCH3 
0 N~/)OH 
I 
• OCH3 
. 
I 
. 
. 
HO ' 
clivagem ortt>-'":L; f HCXJC 
HO NO--• :J-~ 8 HCXJC NO OU H--·--· "CXJCJ= 
- ·cxx; 0 
derivado nitroso acido cis cis-muc6nico 
do catecol ou seu d~rivado nitroso ,8-cetoadipato 
• . 
t 
. 
. 
mineraiiza¢o t 
. 
. 
t 
C02 + HzO + NH3 + 6iomassa 
Figura 10. Via metab6lica proposta para o derivado do catecol, resultante da biodegrada-
9ii.o do corante Cm-s por P. chrysosporium pre-adaptado ao pr6prio corante, 
onde se apresenta a possibilidade de ocorrer mineraliza9ii.o (Marti1_1s et al., 
2002). 
Descoloraciio de um efluente textil simulado 
com corantes azo bioacessiveis 
Atendendo as potencialidades demonstradas por P. chrysosporium na descolora-
c;:iio do meio de cultura liquido contendo cada um dos corantes (Martins et al., 
2002), decidiu-se simular um efluente textil misturando os oito corantes e utilizar 
o mesmo fungo sob diferentes condic;:oes optimizadas. 
( 
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Verificou-se que tambem no caso do efluente simulado, para alem da descolorac;:iio 
do meio, a biomassa se desenvolveu mais no efluente do que no controlo sem 
corantes, apontando para a ocorrencia de biodegradac;:iio. 
Apesar dos resultados obtidos serem elucidativos quanto as potencialidades deste 
fungo, procurou-se optimizar as condic;:oes de biodegradac;:iio dos corantes mistura-
dos a simular um efluente textil. Tendo sido confirmada a importancia do meio de 
pre-crescimento do fungo a ser utilizado como in6culo (Martins et al., 2001; Martins 
et al., 2002), depois de se ter adaptado o fungo ao corante mais facilmente biodegra-
dado, Cm-s, decidiu-se fazer a pre-adaptac;:iio ao corante que tinha possibilitado 
atingir percentagens mais elevadas de descolorac;:iio do meio de cultura contendo 
cada um dos corantes (Martins et al, 2001). Esse corante, designado por Sm-g, con-
tem na sua estrutura quimica um grupo sulf6nico (8) em posic;:iio meta (m) em rela-
c;:iio a ligac;:iio azo e o guaiacol (g) como grupo bioacessivel. Desta forma, foi possivel 
verificar que com este corante tambem foi possivel atingir percentagens mais eleva-
das de descolorac;:iio (99 %) do efluente simulado (Fig. 11) . 
Por outro lado, tendo-se confirmado as potencialidades de outros fungos lenhino-
liticos e, nomeadamente, a maior eficacia da estirpe T. versicolor MUM 94.04 na 
descolorac;:iio do meio de cultura liquido contendo cada um dos corantes, deci-
diu-se comparar o desempenho de P. chrysosporium e de T. versicolor na descolo-
rac;:iio do efluente simulado (Fig. 11). 
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Verificou-se que tal coma aconteceu com P. chrysosporium, tanto no caso do meio 
de cultura liquido contendo um so corante como no caso do efluente simulado com 
os oito corantes, a utiliza<;ao de T versicolor permitiu registar a descolora<;1io do 
meio e um maior desenvolvimento da biomassa em rela<;1io ao controlo, sem que 
tivesse ocorrido a forma<;ao de complexos de adsor<;1io do corante a biomassa ou a 
fotodegrada<;ao dos corantes ao longo do ensaio. 
Em termos comparativos, T versicolor permitiu atingir mais rapidamente per-
centagens de descolora<;1io do efluente simulado superiores as que se obtiveram a 
quando da utiliza<;1io de P. chrysosporium (Fig. 12). 
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Figura 12. Compara9ao entre a descolora9ao do efluente simulado utilizando P. chrysospo-
rium ( o )ou T. uersicolor ( • ), ambos pre-adaptados ao corante Sm-g. 
As diferen<;as registadas poderao, possivelmente, ser atribuidas a actua<;aoyor 
parte do conjunto especifico de enzimas que cada uma das estirpes produz. Ede 
referir que, em particular, a actua<;ao da lacase assume um papel relevante_ na 
biotransforma<;ao dos corantes, masque a sua actividade, ao contrario de T versi-
color, nao foi detectada em P. chrysosporium (Martins et al., 2002), uma estirpe 
que se considera ser nao produtora da lacase (Podgornik et al., 2001). 
CORANTESAZO BIOACESSIVEIS E BIORREMEDIA<;:Ao FUNGICA 97 
Considera~oes finais I perspectivas futuras 
Os fungos utilizados permitiram alcanc;ar a descolora91io do meio liquido com 
cada um dos corantes e do efluente simulado com os varios corantes misturados. 
Confirmou-se a ocorrencia de biodegrada<;1io, com a formac;ao de compostos mais 
simples, cuja via metab6lica aponta para a mineraliza<;ao. 
Considerando os resultados obtidos poder-se-a reafirmar as potencialidades dos 
fungos lenhinoliticos em termos de biodegrada<;ao de corantes azo e as perspecti-
vas crescentes de os considerar coma organismos promissores em processos de 
biorremedia<;ao, nomeadamente, em rios contaminados por efluentes industriais 
texteis. 
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